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INTRODUCERE

Glucocorticozii sunt medicamente cu importantd deosebitd, folosite 1n scop
terapeutic la pacientii cu boli inflamatorii, autoimune si alergice, dar si in tratamentul
afectiunilor neoplazice limfatice si dupd un transplant de organ, pentru a evita rejectia
organului transplantat. Acestia se remarca prin efectul lor antiinflamator, imunosupresor,
antiangiogenic si antiproliferativ. Cu toate acestea, folosirea atat pe termen lung, cat si a
unor doze crescute ale acestor medicamente determina, inevitabil, aparitia efectelor
adverse. Dintre acestea, modificarile metabolice si endocrine sunt similare celor din
sindromul metabolic.

Este important de mentionat faptul cd gestionarea reactiilor adverse induse de
glucocorticoizi ramane o provocare in practica medicald. La acest moment, in literatura de
specialitate existd putine studii In care s-a incercat folosirea unor remedii cu scopul de a
contracara efectele adverse induse de glucocorticoizi. Astfel, identificarea unor strategii
terapeutice in vederea prevenirii sau reducerii acestor efecte negative devine imperios
necesara.

Vitamina E a fost in ultimii ani 1n atentia cercetatorilor, intrucat si-a dovedit
beneficiul in reducerea sindromului metabolic si a obezititii. In plus, aceasta a prevenit
anumite efecte adverse induse de antiinflamatoarele non-steroidiene si le-a potentat
eficienta terapeutica, afirmatie care s-a dorit a fi probata si in cazul glucocorticoizilor.

In acest sens, afirmatiile enuntate mai sus au stat la baza premisei studiului actual:
folosirea vitaminei E drept modalitate terapeutica si de preventie a efectelor adverse induse

de glucocorticoizi.



I. PARTEA GENERALA
1. HORMONII GLUCOCORTICOIZI

1.1. Introducere

Glucocorticoizii naturali sunt hormoni sintetizati de glanda suprarenala pornind de la
colesterol, a caror secretie este influentatd de ritmul circadian si de stres (Kadmiel, 2013).
Principalul rol este acela de a mentine homeostazia si procesele metabolice in limite
normale. Termenul de ,,glucocorticoizi” aduce in atentie importanta deosebitd a acestor
hormoni asupra metabolismului glucidic (Kleiman, 2007).

Glucocorticoizii sintetici sunt inruditi ca structurd si functie cu cei naturali. Acestia
se remarcd prin efectul antiinflamator, imunosupresor, antiproliferativ si antiangiogenic,
fiind utilizati atit in tratamentul unor boli inflamatorii, autoimune si alergice, cat si in
tratamentul neoplaziilor limfatice si post-transplant, pentru a preveni rejectia organului

transplantat (Kadmiel, 2013; Oakley, 2013).

1.2. Glucocorticoizii naturali

Cortizolul este principalul hormon glucocorticoid uman, in timp ce corticosterona
este principalul hormon la rozatoare (Macfarlane, 2008).

Hormonii steroizi au in comun o structurd chimica numita ciclo-pentano-fenantren,
care este organizatd in trei inele a cate sase atomi de carbon (C) (hexan) si un inel a cate
cinci atomi de C (pentan) (Miller, 2011). In urma unor transformari chimice ce presupun
adaugarea unor atomi de C, iau nastere trei familii steroidiene, din care vor deriva
hormonii steroizi: C18, estran (estrogeni); C19, androstan (androgeni) si C21, pregnan
(corticoizi si progestine) (White, 2002a; Mohora, 2019a).

Hormonii steroizi au ca precursor colesterolul, provenit din trei surse: a) sinteza de
novo din acetil-Coenzima A la nivelul glandei; b) din degradarea lipoproteinelor cu
densitate scazuta (low-density lipoproteins, LDL) bogate in colesterol; ¢) din depozitele de

colesterol esterificat din glanda (White, 2002a; Mohora, 2019a).



1.3. Glucocorticoizii sintetici

Structura chimica

Glucocorticoizii cu admininistrare exogena se diferentiaza intre ei prin structura
chimicd, prin durata de actiune si prin potenta glucocorticoidd si mineralocorticoida
(White, 2002a; Cristea et al., 2006). Toti glucocorticoizii sintetici au structurd chimica
asemanatoare cu cea a cortizolului, cu 21 atomi de C, cu grupare cetonica la C3, trei
grupari hidroxil la C11 (B), C17 (a) si C21 si legatura dubla intre C4-C5 (Cristea et al.,
2006). Structurile chimice ale cortizolulul (glucocorticoid endogen) si ale
hidrocortizonului (glucocorticoid sintetic) sunt identice (Kadmiel, 2013).

Exemple de glucocorticoizi exogeni: compusi nesaturati cu legatura dubla la Cl:
prednison, prednisolon; compusi cu fluor: dexametazond, betametazona, triamcinolon;

derivati cu grupare metil: metilprednisolon, dexametazona (Cristea et al., 2006).

Modul de administrare

Calea de administrare a glucocorticoizilor poate fi: orala: prednison, prednisolon,
metilprednisolon, dexametazona; injectabild intravenos/ intramuscular: dexametazona,
hemisuccinat de hidrocortizon; topica: intraocular (dexametazond, betametazona), cutanat
(clobetazol propionat, metilprednisolon aceponat, betametazona dipropionat, fluocinolon,
triamcinolon), intranazal (mometazona furoat), inhalator (beclometazona dipropionat,
fluticazona propionat, budesonidd), intrarectal (budesonidad) (Cristea et al., 2006; Stewart,

2015; Adcock, 2016).

Durata de actiune

In functie de timpul in care ACTH este supresat dupa o doza echivalenta cu 50 mg de
prednison, aceste medicamente se clasificd In: glucocorticoizi cu durata scurtd de actiune
(8-12 ore): hidrocortizon (cortizol), cortizon; glucocorticoizi cu durata intermediara de
actiune (12-36 ore): prednison, prednisolon, metilprednisolon, triamcionolon;
glucocorticoizi cu durata lunga de actiune (36-72 ore): betametazona si dexametazona (Liu

et al., 2013; Bonaventura, 2018).



Farmacocinetica

Spre deosebire de GC naturali care circuld in sange legati de proteine (CBG si
albumina), cei sintetici au afinitate scazuta pentru CBG. Astfel ca acestia circuld in sange
fie In forma nelegata, libera (30%), fie legati de albumina (70%) (Stewart, 2015; L.
Nieman, 2019a) Exceptia o reprezintd prednisolonul, care are jumatate din afinitatea
cortizolului pentru CBG si de 10 ori mai crescutd comparativ cu cea a prednisonului
(Boudinot, 1984; Czock et al., 2005; Stewart, 2015). Farmacocinetica prednisonului si a
prednisolonului depinde de doza, pentru ca legarea de proteine este non-liniara (Czock et

al., 2005).

1.4. Receptorul glucocorticoid

GC sunt molecule lipofile si pot difuza liber prin membrana celulara pentru a ajunge
in citoplasma (Vandewalle ef al., 2018). Atat GC naturali (cortizol uman si corticosterona
la rozatoare), cat si cei sintetici, isi exercita efectele prin legarea de receptorul
glucocorticoid (RG), o proteind cu mai multe domenii, care se gaseste in stare inactiva in
citoplasma, legata de proteine chaperone (hsp 90, hsp 70 si p23) si de imunofiline din
familia FK506 (Pratt, 1997; Oakley, 2013). in interiorul acestui complex proteic, RG este
protejat de degradare si i este stimulata afinitatea pentru ligand (Vandewalle et al., 2018).
RG este exprimat in toate tesuturile umane (Kino, 2011).

Activitatea antiinflamatorie a GC se desfasoard la nivel molecular prin mecanisme
genomice (transactivare si transrepresiune) si prin mecanisme non-genomice (Stahn, 2008;
Spies et al., 2011).

Transactivarea inseamnd activarea transcriptiei genelor care codifica sinteza unor
proteine antiinflamatorii si presupune interactiunea RG sub forma de dimer cu ADN (P. J.
Barnes, 2006a; Okano, 2009; Baschant, 2010; Ratman et al., 2013). Transactivarea poate
influenta reglarea genelor metabolice (expresia unor enzime din gluconeogeneza), astfel ca
influenteaza si aparitia efectelor adverse, dintre care unele similare celor din boala Cushing
(hiperglicemie, steatozd hepatica, insulino-rezistentd si obezitate centralda (Ratman et al.,
2013; Greulich et al., 2016).

Transrepresiunea se refera la inhibarea transcriptiei genelor care codificd sinteza unor

proteine inflamatorii (citokine ca interleukina (IL) IL1, IL2, IL6, factorul de necroza
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tumorala (tumor necrosis factor-a; TNF-a), interferon y (IFN-y), prostaglandine)), fara
legdtura directd dintre RG si ADN (P. J. Barnes, 2006a; Okano, 2009; Baschant, 2010;
Ratman et al., 2013). Astfel, prin transrepresiune este inhibata activitatea factorului nuclear
NF-«kB si a proteinei activatoare-1 AP-1, care sunt factori de trancriptie cu rol esential n

stimularea expresiei genelor inflamatorii (Ratman ef al., 2013).

1.5. Actiunile cortizolului
Cortizolul actioneaza pe hepatocit, celule inflamatorii, macrofag, la nivel muscular,
respirator, nervos, cardio-vascular, pe tesutul adipos periferic si pe sistemul imun

(Kadmiel, 2013; Greulich et al., 2016).

1.6. Reactii adverse induse de administrarea glucocorticoizilor

Aparitia reactiilor adverse depinde de modul de administrare, de durata tratamentului
si de doza aleasa. In functie de duratd, o perioada sub 3 luni corespunde unui tratament pe
termen scurt, intre 3-6 luni unui tratament pe termen mediu, iar peste 6 luni se considera
tratament pe termen lung (cronic) (Panoulas ef al., 2008).

Efectele adverse pot afecta aproape toate organele corpului si pot fi clasificate in:
efecte metabolice si endocrine (hiperglicemia, toleranta alterata la glucoza, diabetul
zaharat, cresterea In greutate, obezitatea centrala, dislipidemia), efecte digestive (risc
crescut de sindrom dispeptic, gastritd, ulcer gastric cu complicatii, steatoza hepatica,
steatozd pancreaticd), efecte cardiovasculare (risc crescut de hipertensiune arteriald,
ateroscleroza, tulburdrile de ritm cardiac, insuficienta cardiaca si boala cardiaca
ischemicd), efecte dermatologice (vergeturi, atrofie cutanata, eruptii de tip rozacee,
dermatita periorald, eruptii acneiforme, pseudocicatrici, purpurd, echimoze), efecte
oftalmologice (cataracta subcapsulara posterioara, cresterea presiunii intraoculare ce poate
determina glaucom si exoftalmia), efecte osoase si musculare (osteoporoza, osteonecroza,
fracturile osoase, miopatie), efecte renale, efecte neuro-psihice (tulburarile de somn,
anxietatea, iritabilitatea, depresia, afectarea memoriei, psihoza), efecte pe sistemul imun
(risc crescut de infectii), efecte hematologice (leucocitoza cu neutrofilie, nivel seric scazut
al eozinofilelor, nivel seric scazut al monocitelor si al limfocitelor), supresia axului

hipotalamo-hipofizo- suprarenalian.



2. VITAMINA E

2.1. Generalitati si structura chimica

Vitamina E este o vitamina liposolubild, care a fost izolata pentru prima data in 1922
de citre H. Evans si K. Bishop. Aceasta este consideratd un factor important pentru
reproducere si fertilitate (Evans and Bishop, 1922; S. K. Wong, ef al., 2017).

Sinteza acestei vitamine este realizatd de catre plante, pornind de la acidul
homogentisic (Cahoon ef al., 2003). Se cunosc opt analogici chimici ai vitaminei E: patru
tocoferoli (a, B, v si 8- tocoferol) si patru tocotrienoli (a, B, y si d- tocotrienol). Structura
tuturor formelor de vitamina E are la baza un inel cromanol si o catena laterala cu 16 atomi
de C, de tip fitil. Tocoferolii sunt compusi saturati, in timp ce tocotrienolii sunt nesaturati,
avand in structura trei legaturi duble. Analogii a, B, y si 0 se diferentiazd prin pozitia si
numarul de grupari metil (CH3) atasate inelului cromanol, astfel: a: 5,7,8 trimetil; B: 5, 8
dimetil; y: 7, 8 dimetil; d: 8 metil (Aggarwal et al., 2010; Jiang, 2014).

In tesuturi, predomina a-tocoferolul si apoi y-tocoferolul (Jiang, 2014). Se considera
ca a-tocoferolul are cea mai mare activitate biologica si ca este forma care predomina in
corp (Suskind, 2009; Jiang, 2014). Aportul optim de a-tocoferol din dieta este de 15 mg/zi
(echivalentul a 35 pmol/zi (National Institutes of Health, 2019).

2.2. Metabolismul vitaminei E

Toate formele de vitamind E provenite din alimentatie sunt absorbite la nivelul
enterocitului si sunt transportate prin chilomicroni (alaturi de trigliceride, fosfolipide si
colesterol), avand ca destinatie ficatul (Brigelius-Flohé, 1999; Manor, 2007; Traber, 2007;
Traber, 2008; Jiang, 2014). La nivel hepatic, existd proteina transportoare a-TTP, care
impreund cu ABCA1 (ATP-binding cassette transporter 1) incorporeaza vitamina E In
VLDL (very low-density lipoproteins, lipoproteine cu densitate foarte scazuta) via torentul
sangvin, avand tesuturile extrahepatice drept statie finald (Brigelius-Flohé, 1999; Manor,

2007; Traber, 2007; Traber, 2008; Jiang, 2014).



2.3. Rolurile vitaminei E

Studiile au dovedit ca vitamina E are rol antioxidant, antiinflamator, de combatere a
obezitatii si a unor efecte strans asociate acesteia (antihiperglicemic, antihipertensiv si
antilipidic) (S. K. Wong, et al., 2017; W. Y. Wong et al., 2017). Vitamina E s-a dovedit
benefica prin asocierea cu antiinflamatoare non-steroidiene (Steiner, 1995; Sugimoto et al.,
2000; Jiang et al., 2009). De asemenea, poate ajuta conducerea nervoasa (Cynamon et al.,

1988; Okebukola, 2014).

Reactii biochimice privind rolul antioxidant al vitaminei E

Vitamina E are rol antioxidant si reprezintd prima linie de aparare impotriva peroxi-
darii acizilor grasi. Aceasta impiedicd formarea de radicali liberi Tn membranele celulare
ale unor tesuturi (eritrocite si aparat respirator). Aceste tesuturi sunt expune la presiuni ri-
dicate ale O2 (Mohora, 2019b). In ceea ce priveste rolul rolul antiinflamator, diferitele for-
me de vitamind E inhiba cai de semnalizare proinflamatorii de tipul NF-k B and STAT3/6

(Jiang, 2014).

2.4. Vitamina E si sindromul metabolic

Sindromul metabolic reprezinta o asociere intre obezitate, dislipidemie,
hiperglicemie si hipertensiune, cu efecte negative asupra sanatatii umane (Alberti et al.,
2009). O dieta hiperlipidica, hipercaloricd poate declansa aparitia obezitatii si a
insulinorezistentei, atdt la animale, cat si la oameni. Astfel, au fost studiate efectele
administrarii vitaminei E pe model animal si uman cu sindrom metabolic. Beneficiile pe
componentele sindromului metabolic se explicd 1n principal prin reducerea stresului

oxidativ si a inflamatiei.

2.5. Vitamina E si administarea de glucocorticoizi

In literatura exista doar cateva studii in care s-a utilizat vitamina E pentru a preveni
sau trata efectele adverse induse de glucocorticoizii sistemici.

Pornind de la ideea conform careia glucocorticoizii cresc activitatea arginazei
hepatice (enzimd implicatd 1n sinteza ureei), un grup de cercetatori a aratat ca

suplimentarea cu vitamina E la sobolani Wistar tratati cu prednisolon a prevenit acest afect
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(Erisir et al., 2003). Un studiu pe sobolani Wistar femele a avut drept rezultat faptul ca
administrarea vitaminei D si a vitaminei E (a-tocoferol) s-a opus efectelor
imunosupresoare ale prednisolonului, imbunétatind functia fagocitara (Shymanskyy et al.,
2016). O echipa de cercetatori a dovedit cd un amestec de vitamind E si C a redus
insulinorezistenta indusd de administarea glucocorticoidului (Williams et al., 2012).
Vitamina E cu rol antioxidant a redus stresul oxidativ la sobolani care au primit

corticosterond (Ohtsuka et al., 1998).

3. NOTIUNI RELEVANTE DE NANOMEDICINA

3.1. Introducere

Nanotehnologia are la bazd folosirea unor nanomateriale cu dimensiune cuprinsa
intre 0.1-100 nm (Li et al., 2009). Folosirea nanotehnologiei in domeniul medical, cu
scopul de imbunatati metodele de tratament si de diagnostic, a dus la aparitia unei
subramuri, numitd nanomedicind (Lii et al., 2009). Prin aceasta se pun bazele descoperirii
unor metode inovatoare privind sistemele de administare a tratamentelor. De asemenea, cu
ajutorul nanoparticulelor pot fi livrate in organism substante de contrast care sd creasca
acuratetea unor tehnici de diagnostic.

In functie de continut, nanomaterialele pot fi impdrtite in patru categorii: pe baza de
carbon, pe baza de metale, pe baza de polimeri sau pe baza de amestecuri (Lii et al., 2009).
Dintre aceste nanomateriale fac parte nanoparticulele, nanosenzorii, nanofirele si

nanofibrele (Lii et al., 2009).

3.2. Nanoparticulele PLGA

Dintre polimeri, cele mai studiate au fost nanoparticulele PLGA, care au primit
aprobarea FDA (Food and Drug Administration) pentru a fi folosite pe subiecti umani
(Anderson, 1997; Astete, 2006). Cu ajutorul acestor nanosisteme de transport au fost
administrate tratamente oncologice (Avgoustakis et al., 2002; Fonseca, 2002), vaccinuri $i
tratamente pentru boli inflamatorii, infectii, boli cardiovasculare si ale sistemului nervos

(Danhier et al., 2012). Nanoparticulele au avantajul de a fi biodegradabile, astfel ca prin
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hidroliza se elibereaza cei doi monomeri (acidul lactic si acidul glicolic) care vor fi preluati
in ciclul Krebs si supusi unor transformari fiziologice si non-toxice pentru organism. De
asemenea, sunt stabile in torentul sangvin si nu interferd cu evenimentele trombotice,
imunogenice sau inflamatorii (des Rieux et al., 2006; Kumari, 2010). Acestea permit
crearea unui sistem de protectie a substantelor impotriva degradarii in mediul biologic si

asigura transportul acestora la organele tinta (Danhier ef al., 2012).

II. CONTRIBUTII ORIGINALE
4. IPOTEZA DE LUCRU SI OBIECTIVELE STUDIULUI

Prezentul studiu 1si propune sd evalueze efectele adverse metabolice si endocrine
induse de folosirea glucocorticoizilor sistemici, folosind ca model experimental animalele
de laborator (sobolanii Wistar), cat si beneficiile administarii vitaminei E la acestea, cu
scopul de a preveni efectele adverse.

Glucocorticoizii sunt medicamente cu rol antiinflamator, antiangiogenic si
antiproliferativ, folosite cu succes de peste 50 ani in tratamentul unor afectiuni. Cu toate
acestea, utilizarea prelungitd a acestora si intr-o doza ridicatd se asociaza cu nenumarate
efecte adverse. Dintre acestea, modificarile metabolice si endocrine sunt similare celor
descrise la indivizii cu sindrom metabolic, care pot fi cauzate de o alimentatie
hipercalorica, hiperlipidica si hiperglucidica.

In alegerea remediului care s-ar putea opune efectelor adverse induse de
glucocorticoizi, s-a pornit de la premisa cd vitamina E si-a dovedit utilitatea in tratamentul
obezitatii si al sindromului metabolic. In plus, aceasta a prevenit anumite efecte adverse
induse de antiinflamatoarele non-steroidiene si le-a potentat eficienta terapeutica (Steiner,
1995; Sugimoto et al., 2000; Jiang et al., 2009), afirmatie care s-a dorit a fi probata si in
cazul glucocorticoizilor.

In acest scop, s-a urmarit indeplinirea urméatoarelor obiective:

* Administrarea unui glucocorticoid (prednison), pentru a induce efecte adverse

metabolice si endocrine.



* Inducerea experimentald a obezitatii cu ajutorul unei diete hipercalorice,
hiperlipidice si hiperglucidice, care ca agraveze efectele adverse metabolice si endocrine
induse de prednison.

* Administrarea vitaminei E ca remediu, cu scopul de a preveni efectele adverse
induse de glucocorticoizi mentionate anterior, atat la animale hranite cu dietd standard,
cat si la cele pe dietd hipercalorica, hiperlipidica si hiperglucidica.

» Comparatie intre doud forme de administrare a vitaminei E (PLGA nanoparticule
incarcate cu vitamina E si vitamina E din capsule gelatinoase), cu scopul de a stabili daca
eficienta acestora este similara.

 Evaluarea efectelor prin masurarea greutatii totale si a unor organe, prin evaluarea
unor parametri biochimici In ser si prin evaluarea histopatologica a unor tesuturi.

 Realizarea unor corelatii semnificative statistic intre diversi parametri analizati n

studiu, cu scopul de a stabili daca exista factori cu valoare prognostica.

5. MATERIAL SI METODA

5.1. Experiment

Studiul a fost efectuat pe 45 de sobolani Wistar masculi, cu varsta cuprinsa intre
10-12 luni, pe o duratd de sase saptimani, la Biobaza Facultatii de Medicina din cadrul
Universitdtii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila” din Bucuresti. Protocolul de
desfasurare a Intregului studiu experimental a indeplinit reglementarile Directivei 86/609/
EEC din 24 noiembrie 1986, privind protectia animalelor folosite in scop experimental sau
stiintific si pe cele ale Directivei 2010/63/EU a Parlamentului European si a Consiliului din
22 septembrie 2010, privind protectia animalelor folosite in scopuri stiintifice.

Studiul a primit avizul Comisiei de eticd a cercetdrii stiintifice a Universitatii de
Medicind si Farmacie ,,Carol Davila” din Bucuresti (Aviz nr. 134/ 08.08.2017). S-au
respectat conditii de habitat standard, ca temperatura cuprinsd intre 20-22° C, un ciclu de
12 h zi/12 h noapte, umiditate 50 + 5%, aer conditionat, incdlzire centralizatd, ventilatie

adecvata pentru eliminare noxe, conditii optime de igiena a custilor.
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Sobolanii au fost randomizati in doud grupuri in functie de dieta:

-un grup ,standard”, care a primit dietd standard (normocalorica (3.5 kcal/g),
normolipidica si normoglucidicd).

-un grup ,,obez”, la care s-a incercat inducerea obezitdtii prin dietd hipercalorica
(5.15 kcal/g), hiperlipidica si hiperglucidica. Astfel, pe langa dieta standard, s-au adaugat 4
g ciocolatd alba si 8 g unt 80% grasime).

Concomitent cu dieta, rozdtoarele au primit prednison (1 mg/kge/zi, echivalentul a
0.4 mg/zi pentru un sobolan Wistar de aproximativ 400 g) si remedii cu vitamind E sub
doud forme: vitamina E incdrcate in nanoparticule de tip PLGA si vitamina E din capsule
gelatinoase.

Lotul ,standard’’ a fost alcatuit din 20 de sobolani Wistar, care au primit dieta
standard (3.5 kcal/zi) si care au fost Tmpartiti Tn subloturi a cate cinci sobolani:

-lotul M (martor standard): nu a primit niciun remediu.

-lotul SP (standard cu prednison): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi).

-lotul SN (standard cu vitamina E din nanoparticule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi
(0.4 mg/zi) + nanoparticule PLGA incarcate cu vitamina E (1 mg/kgc/zi).

-lotul SE (standard cu vitamina E din capsule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4
mg/zi) + vitamina E din capsule gelatinoase (1 mg/kgc/zi).

Lotul ,,obez” a fost alcdtuit din 25 de sobolani Wistar, care au primit dietd
hipercalorica (5.15 kcal/zi) care si au fost impartiti in subloturi a cate cinci sobolani:

-lotul OM (martor obez): nu a primit niciun remediu.

-lotul OP (obez cu prednison): a primit prednison 1 mg/kge/zi (0.4 mg/zi).

-lotul ON (obez cu vitamina E din nanoparticule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi
(0.4 mg/zi)+ nanoparticule PLGA incarcate cu vitamina E (1 mg/kgc/zi).

-lotul OE (obez cu vitamina E din capsule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/
zi) + vitamina E din capsule gelatinoase (1 mg/kgc/zi)

-lotul OD (obez cu doza dubla de vitamina E din nanoparticule): a primit prednison 1
mg/kge/zi (0.4 mg/zi) + dozad dubla de nanoparticule PLGA incarcate cu vitamina E (2 mg/
kc/zi).

Prednisonul folosit in studiu a fost produs de Gedeon Richter Romania S.A

(Prednisone-Richter, 5 mg/tabletd). Vitamina E sinteticd a provenit din capsule moi,
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produsa de SC BIOFARM SA, Romania. Nanoparticulele polimerice de tip PLGA
incarcate cu vitamina E au fost obtinute de la Departamentul Ingineriei Biologice si
Agricole, Louisiana State University, 70803, Louisiana, Statele Unite ale Americii. Acestea
au avut urmatoarele caracteristici: PLGA nanoparticule polimerice, 95+2 nm, forma
sfericd, potential zeta negativ (-38 mV).

Dupa sase sdptamani de tratament, rozatoarele au fost sacrificate prin decapitare
(dislocare cervicala) sub anestezie. Cu 30 minute inainte de sacrificare, sobolanii au fost
analgosedati, au fost examinati clinic si cantariti. Dupa sacrificare, au fost prelevate probe
sangvine. Organele interne au fost recoltate si depozitate in solutie de formol 10% 1in

vederea examindrii histopatologice.

5.2. Determinari biochimice

Parametrii de biochimie clinicd au fost evaluati prin metode standardizate
spectrofotometrice folosind un analizor automat A25 si kituri produse de firma SC
Biosystems Diagnostic SRL Spania. Au fost dozati urmatorii parametrici serici: cortizolul,
vitamina E, glicemia, hemoglobina glicozilata, aspartat-aminotransferaza, alanin-
aminotransferaza, fosfataza alcalind, trigliceride serice, colesterol total, HDL- colesterol,
albumind, proteine totale, acid uric, uree, sodiu, capacitate antioxidantd totala.
Determinarea cortizolului, a vitaminei E si a capacitatii antioxidante totale s-a realizat prin

metoda ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, test imunosorbent legat de enzima).

5.3. Examinarea histopatologica a tesuturilor
Principiul tehnicii histopatologice presupune transformarea unui prelevat dintr-un
organ sau tesut dintr-o masa tisulard opaca, Intr-un preparat fin, translucid, ce permite vi-

zualizarea microscopica a detaliilor structurale tisulare si celulare.

5.5. Analiza statistica

Analiza statistica a fost efectuatd cu SPSS versiunea 26.00 (IBM SPP, USA).

Valorile au fost exprimate ca mediana si quartile. Pentru a evalua eventuale diferente
statistice intre variabilele numerice ale unor grupuri, s-au folosit testele non-parametrice
Kruskal-Wallis (urmat de teste de comparatie pe perechi) si Mann-Whitney. Rezultatele au
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fost reprezentate grafic sub forma de box-plot. O valoare a lui p <0.05 a fost considerata
semnificativa statistic. Valoarea pragului de semnificatie statisticd a fost ajustatd prin
corectia Bonferroni pentru teste multiple. Pentru a evalua eventuale corelatii intre
parametri, s-a folosit corelatia Pearson. Rezultatele au fost reprezentate grafic sub forma de
scatter-plot. O valoare a lui p <0.05 a fost considerata semnificativa statistic.

Reactiile chimice au fost scrise cu ajutorul: https://www.chemdoodle.com.

7. DISCUTII

Eficienta vitaminei E in reducerea efectelor adverse induse de administrarea
prednisonului

Numeroase studii au aratat ca administrarea pe termen lung si In dozd crescutd a
glucocorticoizilor sistemici se asociaza cu insulinorezistentd, modificari ale insulinemiei
(hiperinsulinemie/ hipoinsulinemie), hiperglicemie, diabet zaharat de tip doi, modificari ale
profilului lipidic, acumulare lipidicd in organele interne (dintre care steatozd hepatica si
pancreatica) si afectiuni cardiovasculare. Insulinorezistenta poate fi centrald (ex: in tesutul
hepatic) sau periferica (ex: in tesutul adipos sau muschi scheletic) (Brown, 2008).

Modificari metabolice si endocrine similare pot fi Intdlnite si la indivizii cu sindrom
metabolic, in contextul unei diete hipercalorice, hiperlipidice si hiperglucidice.

In plus, studiile pe animale de laborator au aritat ca atat dietele hipercalorice, cu
continut crescut de grasimi, cat si cele bogate in carbohidrati, altereazd sensibilitatea la
insulind, promoveaza cresterea in greutate, steatoza hepatica si alterarea profilului glucidic
st lipidic (Funkat et al., 2004; Tortoriello, 2004; Alcala et al., 2015)

Beneficiile administarii vitaminei E asupra sindromului metabolic au fost puse in
evidentd prin numeroase studii atat pe subiecti umani, cat si pe animale de laborator
(Devaraj et al., 2008; Wang et al., 2010; Hoofnagle et al., 2013; Kim et al., 2013; Alcala et
al., 2015; Zhao et al., 2015)

De altfel, administrarea prednisonului influenteaza valoarea greutétii totale si a unor

organe interne. Pe de alta parte, atdt obezitatea cat si sindromul metabolic pot modifica
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acesti parametri, iar vitamina E s-a dovedit benefica in corectarea acestora din urma.

Aceastd constatare a creat premisa studiului de fata.

Influenta asupra greutatii totale si a unor organe interne

Martinez ef al au ardtat ca administrarea de dexametazona injectabil intraperitoneal
timp de 10 zile la sobolani Wistar masculi in varsta de 3 luni a determinat o scadere a
greutatii totale, comparativ cu grupul placebo (Martinez et al., 2016).

Experimentul lui Nkono ya Nkono si a colaboratorilor sdi pe sobolani Wistar masculi
care au primit dexametazond injectabil intraperitoneal timp de 4 saptdmani a dus la
concluzia cd acestia au avut o greutate totala mai scazuta fata de grupul control (Nkono Ya
Nkono et al., 2014). O scadere a greutatii totale a fost obtinutd in urma administrarii de
dexametazonad injectabil intraperitoneal timp de 6 zile (Nagendra Nayak et al., 2017).

Experimentul desfasurat in cadrul acestei lucrari a aratat ca sobolanii din lotul
standard martor au avut cea mai mare greutate totala dintre cele patru loturi, In timp ce
rozatoarele tratate cu prednison si vitamina E din capsule au avut cea mai scdzuta valoare a
greutatii totale.

Greutatea hepatica este influentatd de perioada de administrare. Astfel, un
experiment cu o duratd de cateva zile ar determina o greutate hepaticd mai crescutd in
loturile tratate cu glucocorticoid sistemic (prin inductia enzimelor hepatice si acumulare de
glicogen), in timp ce administrarea cronicd se asociaza cu scdderea greutatii hepatice
(Man et al., 2002; Jackson et al., 2008).

Experimentul desfasurat in cadrul acestei lucrari aratd ca sobolanii din lotul standard
martor au avut cea mai mare greutate hepaticd dintre cele patru loturi, In timp ce la
rozatoarele tratate cu prednison si vitamina E din capsule s-a inregistrat cea mai scazuta
valoare. Astfel, in mod similar modificarilor greutatilor totale in lotul standard,
administrarea de vitamind E a accentuat reducerea greutatii hepatice.

In grupul hranit cu dietd hiperlipidicd/hipercalorici se observa ci administrarea
prednisonului a dus la scaderea greutatii hepatice, in timp ce vitamina E a prevenit acest
efect (efect mai puternic la PLGA-nanoparticule fata de capsule).

Experimentul actual arata cd administrarea prednisonului a dus la scaderea greutatii
splinei in loturile pe dietd hipercalorica.
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De asemenea, studiul actual dovedeste cd prednisonul poate agrava depozitul de
grasime viscerala la animalele pe dieta standard, efect care poate fi contracarat de

administrarea de vitamina E (efect superior din capsule fatd de PLGA nanoparticule).

Influenta asupra parametrilor biochimici

Vitamina E serica

Experimentul actual aratd ca@ suplimentarea cu vitamina E duce la cresterea nivelului
seric al acesteia.

Cortizolul seric

Studiul actual demostreaza ca, in grupul standard, sobolanii tratati doar cu prednison
au avut cel mai ridicat nivel al cortizolului seric, iar administrarea vitaminei E a avut efect
benefic de limitare a cresterii cortizolului seric, fard a se putea dovedi o diferenta intre cele
doud forme de administrare (PLGA nanoparticule si capsule).

In grupul obezilor, administrarea prednisonului a dus la valori mai crescute ale
cortizolului seric comparativ cu martorii. Surprinzator in schimb, sobolanii obezi tratati cu
doza dubla de vitamina E sub forma de PLGA nanoparticule au avut cel mai ridicat nivel al
cortizolului seric, care poate fi interpretat ca un efect negativ si atribuit toxicitdtii vitaminei
E in doza crescuta.

Influenta asupra altor parametri serici

Un experiment a pus in evidenta faptul ca rozatoarele Wistar tratate cu glucocorticozi
vs. grupul control au avut valori mai crescute ale urmatorilor parametri biochimici:
glicemie, trigliceride, colesterol total, ALT, AST, bilirubina, creatinind, uree (Nkono Ya
Nkono et al., 2014). Modificari ale profilului lipidic au fost observate intr-un alt
experiment (Nagendra Nayak ef al., 2017).

Experimentul desfasurat in cadrul acestei lucrdri aratd efectul benefic, protector al
vitaminei E sub forma de PLGA nanoparticule in limitarea cresterii ALT si a colesterolului
seric total induse de prednison la animalele standard.

In conformitate cu rezultatele studilor anterioare, in grupul standard pe prednison s-a
inregistrat o crestere importantd a ALT, a TGR si a colesterolului seric total comparativ cu
martorii. In mod neasteptat, sobolanii care au primit remediu din capsule au avut
trigliceride serice ridicate.
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Se remarcd rolul benefic, hipouricemiant al PLGA nanoparticulelor incarcate cu
vitamina E. De asemenea, in grupul tratat doar cu prednison, capacitatea antioxidanta
totald a fost scazutd, iar vitamina E, prin efectul antioxidant, a crescut nivelul capacitatii
antioxidante totale in cele doud grupuri sub tratament (eficientd similara intre cele doua
forme de administrare).

La sobolanii Wistar pe dietd hiperlipidica/hipercalorica/hiperglucidicd se remarca
hipertrigliceridemie, cu niveluri crescute la cei tratati doar cu prednison. Vitamina E sub
formd de PLGA nanoparticule a avut efect de prevenire a cresterii TGR serice (valori
aproape ca la martorii obezi), dar dublarea dozei nu a avut acelasi efect pozitiv. Capsulele,
in schimb, au agravat hipertrigliceridemia.

Nivelul colesterolului seric total a fost mai ridicat in grupurile care au primit si
prednison. Vitamina E sub formda de PLGA nanoparticule in doza dubla a accentuat
cresterea colesterolui seric.

In ceea ce priveste influenta dietei hipercalorice/ hiperlipidice/ hiperglucidice,
rezultatele acestui studiu sunt in conformitate cu cele din literatura de specialitate. Astfel,
sobolanii obezi au avut un depozit de grasime viscerald mai important decat grupul pe
dietd standard. In plus, dieta obezogend a dus la niveluri mai ridicate ale glicemiei,
hemoglobinei glicozilate, fosfatazei alcaline, trigliceridelor serice, acidului uric. Nivelul
seric al vitaminei E a fost mai redus la obezi comparativ cu grupul standard. Contrar
asteptarilor, colesterolul seric total si ureea au fost mai crescute la grupurile standard
comparativ cu loturile obeze.

In studiul prezentat, referitor la grupul pe dietd standard, se evidentiaza o asociere
negativa intre nivelul cortizolului seric si valoarea greutatii ficatului si a pancreasului. Cu
alte cuvinte, cu cat creste nivelul cortizolului, cu atat se observd o reducere a greutatii
hepatice si pancreatice, rezultate care sunt In concordantd cu publicatiile anterioare. In
plus, se evidentiazd o corelatie pozitivd intre nivelul cortizolului seric si cel al
trigliceridelor serice, al colesterolului seric total si al hemoglobinei glicozilate. Efectul
protector al vitaminei E reiese din corelatia negativa dintre nivelul sdu seric si greutatea
grasimii viscerale. De asemenea, nivelul ALT se coreleaza pozitiv cu greutatea totala. Cu

cat sunt mai mari TGR serice si hemoglobina glicozilatd, cu atat se observd o reducere a
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dimensiunii hepatice. Nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei
glicozilate.

Si la sobolanii pe dietd grasd se remarca atidt o asociere negativd intre nivelul
cortizolului seric si greutatea hepaticd, cat si o asociere pozitiva intre cortizolul seric si
trigliceridele serice si intre cortizolul seric si colesterolul seric total. In plus, o greutate
hepaticad scazutd se asociaza cu ALT, TGR si colesterol seric total crescute. Existd o
corelatie negativd intre greutatea pancreaticd si glicemie, si respectiv intre greutatea
pancreatica si hemoglobina glicozilata.

Foarte important, indiferent de dietd, nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul

hemoglobinei glicozilate.

Influenta asupra aspectului histopatologic

NAFLD (nonalcoholic fatty liver disease/ boala ficatului gras non-alcoolic) este in
stransd legatura cu insulino-rezistenta, cu obezitatea, toleranta alteratd la glucoza, cu
sindromul metabolic. Afectarea hepatica poate sa varieze de la simple depozite adipoase in
ficat (ficatul gras), la steatohepatita non-alcoolica, la fibroza si se poate ajunge in cazuri
extreme la ciroza hepatica (Asai ef al., 2014).

In mod similar, NAFPD (nonalcoholic fatty pancreas diseasel/ boala pancreasului
gras non-alcoolic) reprezintd acumulare adipoasa in pancreas, in asociere cu sindromul
metabolic si cu obezitatea, care poate sd determine modificari inflamatorii pancreatice,
fibroza si in cazuri exterme neoplasm pancreatic (Tariq et al., 2016). Studiul prezentei
lucrdri a ardtat ca, in grupul pe dietd standard, administrarea prednisonului nu a influentat
aspectul histopatologic al ficatului.

In schimb, in grupul pe dietd hiperlipidica/hipercalorica, prednisonul a agravat
afectarea hepaticd indusd de dietd (a crescut gradul hepatopatiei si al steatozei si a
determinat necroza tisulard).

In acelasi timp, administrarea de PLGA-nanoparticule incarcate cu vitamina E a avut
rol benefic pe tesutul hepatic, prevenind efectele negative induse de dieta hipercalorica si
de prednison (a prevenit inflamatia, necroza si steatoza). Cu alte cuvinte, aspectul
histopatologic al ficatului in grupul cu PLGA-nanoparticule a fost mai normal decat la

martorul obez.
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Desi vitamina E sub forma de capsule a prevenit modificarile hepatice induse de
glucocorticoidul sistemic, modificarile tesutului hepatic au fost similare cu cele descrise in
grupul martor obez, astfel ca efectul benefic a fost inferior celui determinat de PLGA-
nanoparticule incdrcate cu vitamina E. In plus, vitamina E sub forma de capsule nu a
limitat steatoza hepatica.

Cu toate cd doza dubld de PLGA-nanoparticule incarcate cu vitamina E a prevenit
modificarile hepatice induse de prednison, a agravat steatoza hepatica.

In ceea ce priveste efectul asupra tesutului pancreatic in grupul standard,
administrarea de prednison a determinat o lipidoza usoara, care cel mai probabil reprezintd
substratul modificarilor inflamatorii moderate observate in acest grup. Se pare ca ambele
forme de vitamind E administrate au prevenit efectele negative ale glucocorticoidului.

In grupul martor hranit cu dietd hipercalorica/hiperlipidicd/hiperglucidica s-au
obtinut cele mai severe modificari histopatologice ale tesutului pancreatic, caracterizate
prin arhitectura generald partial conservatd, modificari inflamatorii moderate si o lipidoza
moderat-severa.

Desi pe ficat s-a dovedit ca prednisonul a avut efect negativ, agravand hepatopatia
indusa de dietd, pe pancreasul obezilor a avut efect favorabil, de scadere a inflamatiei
pancreatice induse de dietd. Toate grupurile obeze care au primit prednison au prezentat
modificari inflamatorii pancreatice de intensitate cel putin minima.

In plus, prednisonul nu a agravat depunerea lipidica tisulard pancreatica asa cum s-a
intamplat la nivel hepatic, astfel ca lipidoza pancreatica in grupul martor obez si in lotul
obez sub tratament cu prednison a fost similara. Si la nivelul tesutului pancreatic vitamina
E sub formd de PLGA-nanoparticule si-a dovedit eficienta, scdzand gradul lipidozei
pancreatice indusa experimental.

In schimb, vitamina E din capsule nu a avut efect de prevenire a acumularii lipidice
induse de dieta, observandu-se o lipidoza similard in grupul care a primit doar prednison si
in grupul tratat cu vitamina E din capsule.

Surprinzator, cel mai bun efect terapeutic pe tesutul pancreatic s-a obtinut prin
dublarea dozei de PLGA-nanoparticule incarcate cu vitamina E, care a scazut semnificativ

lipidoza.
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8. CONCLUZII

iN GRUPUL ,,STANDARD?”

* Administrarea de prednison a agravat depozitul de grasime viscerald, efect care a
fost contracarat de vitamina E din capsule.

* Cel mai ridicat nivel al cortizolului seric a fost obtinut in grupul tratat cu prednison
fara remedii, iar vitamina E a limitat aceasta cresetere, fara a se putea dovedi o diferenta
intre cele doua forme de administrare.

* Suplimentarea cu vitamind E a determinat niveluri crescute ale acesteia 1n ser.

* Administrarea de prednison a alterat profilul lipidic (colesterol seric total si TGR
serice mai crescute) si a indus citoliza hepatica (ALT crescut), iar vitamina E sub forma
de PLGA-nanoparticule a limitat cresterea ALT si a colesterolului seric total.

* Vitamina E sub forma de PLGA-nanoparticule a avut efect hipouricemiant.

* Ambele forme de administare ale vitaminei E au avut efect antioxidant, dovedit
prin cresterea nivelului capacitatii antioxidante totale.

* Se evidentiaza o asociere negativd intre nivelul cortizolului seric si valoarea
greutatii ficatului si a pancreasului.

* Existd o corelatie pozitiva Intre nivelul cortizolului seric si cel al trigliceridelor
serice, al colesterolului seric total si al hemoglobinei glicozilate.

* Existad o corelatie negativa dintre nivelul vitaminei E serice si greutatea grasimii
viscerale.

* Existd o asociere negativa intre greutatea totala si glicemie.

* Exista o asociere negativa intre valoarea greutatii hepatice si nivelul trigliceridelor
serice si Intre valoarea greutatii hepatice si hemoglobina glicozilata.

* Nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei glicozilate.

* Prednisonul nu a modificat structura normala a ficatului.

* Prednisonul a determinat la nivel pancreatic lipidoza usoara si afectare pancreatica

moderata, care au fost prevenite cu succes de ambele forme de vitamina E.
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Efecte controversate

* Vitamina E din capsule gelatinoase a accentuat scaderea in greutate indusd de
prednison.

* Vitamina E din capsule, mai mult decat vitamina E sub formd de PLGA-
nanoparticule a accentuat reducerea greutatii hepatice indusa de prednison.

* Vitamina E din capsule a determinat niveluri mai crescute ale trigliceridelor serice.

* Asocierea negativa dintre greutatea totald si glicemie, cat si cea dintre cortizol si

AST.

iN GRUPUL ,,OBEZ”

* Administarea de prednison a cauzat reducerea in dimensiune a ficatului, iar
vitamina E a prevenit acest efect negativ (PLGA nanoparticule efect superior capsulelor).

* Prednisonul a determinat reducerea in greutate a splinei.

* Grupurile tratate cu prednison au avut valori mai crescute ale cortizolului seric si
ale colesterolului seric total.

* Administrarea de glucocorticoid a agravat trigliceridemia indusa experimental, iar
vitamina E sub formad de PLGA-nanoparticule a avut efect hipolipemiant.

* Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule nu a avut efect hipolipemiant.

* Exista o asociere negativa intre nivelul cortizolului seric si greutatea hepatica.

* Existd o asociere pozitivd intre nivelul cortizolului seric si cel al trigliceridelor
serice, al colesterolului seric total si al hemoglobinei glicozilate.

* O greutate hepatica scdzuta se asociaza cu ALT, TGR si colesterol seric total
crescute.

* Exista o corelatie negativa intre greutatea pancreatica si glicemie, si respectiv intre
greutatea pancreaticd si hemoglobina glicozilata.

* Nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei glicozilate.
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Influenta asupra aspectului histopatologic hepatic

* Prednisonul a agravat afectarea hepatica indusa experimental prin dieta (a crescut
gradul hepatopatiei si al steatozei si a determinat necroza tisulard).

* Vitamina E sub forma de PLGA-nanoparticule s-a dovedit efecientd in a preveni
alterarile produse de glucocorticoid si dietd hipercalorica (a scazut gradul hepatopatiei si
a prevenit steatoza si necroza).

* Vitamina E sub forma de capsule a scazut hepatopatia indusa de prednison, dar
efectul a fost inferior celui obtinut in urma suplimentérii cu PLGA-nanoparticule.

* Vitamina E sub forma de capsule nu a limitat steatoza hepatica.

* Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule a avut efect pozitiv, de reducere a gradului
de hepatopatie, dar efectul a fost inferior celui obtinut in urma suplimentarii cu cele doua
forme de vitamina E.

* Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule a avut efect negativ, de agravare a steatozei

hepatice.

Influenta asupra aspectului histopatologic pancreatic

* In lotul martor hranit dieta hipercalorica/hiperlipidica/hiperglucidica s-au observat
cele mai severe modificari ale tesutului pancreatic, caracterizate prin arhitectura generala
partial conservatd, modificari inflamatorii moderate si o lipidoza moderat-severa.

* Prednisonul a avut efect pozitiv, de scadere a inflamatiei pancreatice induse de
dieta.

* Toate grupurile obeze care au primit prednison au prezentat modificari inflamatorii
pancreatice de intensitate cel putin minima.

* Prednisonul nu a agravat depunerea lipidica tisularda cum s-a intamplat la nivel
hepatic, astfel ca lipidoza pancreatica in grupul martor obez si in lotul obez sub tratament
cu prednison a fost similara.

* Vitamina E sub formd de PLGA-nanoparticule si-a dovedit eficienta, scdzand
gradul lipidozei pancreatice indusa experimental.

* Vitamina E din capsule nu a avut efect de prevenire a acumularii lipidice induse de
dietd, observandu-se o lipidoza similard in grupul care a primit doar prednison si In

grupul tratat cu vitamina E din capsule.
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* Cel mai bun efect terapeutic pe tesutul pancreatic s-a obtinut prin dublarea dozei de

PLGA-nanoparticule incarcate cu vitamina E, care a scazut semnificativ lipidoza.

Efecte controversate
* Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule a avut efect negativ, de crestere a nivelului
cortizolului si a colesterolului seric total.

* Capsulele cu vitamina E au agravat hipertrigliceridemia.

Influenta dietei hiperlipidice/hipercalorice

* Sobolanii obezi au avut un depozit de grasime viscerala mai important decat grupul
pe dietd standard.

* Dieta obezogend a dus la niveluri mai ridicate ale glicemiei, hemoglobinei
glicozilate, fosfatazei alcaline, trigliceridelor serice, acidului uric.

* Contrar asteptarilor, colesterolul seric total si ureea au fost mai crescute la

grupurile standard comparativ cu loturile obeze.
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CONTRIBUTII PERSONALE

In urma studierii literaturii nationale si internationale de specialitate, acesta
reprezintd primul studiu in care s-au utilizat doud forme de administrare a vitaminei E, cu
scopul de a reduce unele efectele adverse induse de folosirea glucocorticoizilor.

De asemenea, un alt element de noutate il reprezinta folosirea nanotehnologiei, si
anume a nanoparticulelor de tip PLGA, care la momentul actual fac studiul cercetarilor
internationale si care oferd rezultate promititoare in multiple domenii, inclusiv in cel al
medicinei.

In plus, s-a incercat folosirea a doua tipuri de hrani, pentru a vedea daca alimentatia
influenteaza efectele adverse induse de administrarea glucocorticoizilor.

Limitarile studiului constau in numarul scdzut de animale in lotul experimental, care
a facut ca puterea statistica sd fie scazutd 1n ceea ce priveste diferentele observate intre
grupuri.

In acest studiu au fost obtinute rezultate care sustin folosirea vitaminei E in
reducerea efectelor adverse induse de glucocorticoizii sistemici. Sunt necesare studii
suplimentare atat pe model animal, cét si pe model uman, care sd se focuseze pe ambele
forme de administrare folosite in acest studiu.

Astfel ca, pentru orice substantd medicamentoasa sunt descrise efecte favorabile sau
mai putin favorabile, care tin de substanta in sine sau de vehicul, iar apelarea la o astfel de
metoda terapeutica trebuie sa aibd In vedere toate aceste aspecte referitoare la tratament si
sd punad in balanta beneficiile si riscurile obtinute de fiecare pacient in parte.

Astfel, aceasta lucrare aduce o contributie importanta si deschide noi perspective de

cercetare.
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	INTRODUCERE
	Glucocorticozii sunt medicamente cu importanță deosebită, folosite în scop terapeutic la pacienții cu boli inflamatorii, autoimune și alergice, dar și în tratamentul afecțiunilor neoplazice limfatice și după un transplant de organ, pentru a evita rejecția organului transplantat. Aceștia se remarcă prin efectul lor antiinflamator, imunosupresor, antiangiogenic și antiproliferativ. Cu toate acestea, folosirea atât pe termen lung, cât și a unor doze crescute ale acestor medicamente determină, inevitabil, apariția efectelor adverse. Dintre acestea, modificările metabolice și endocrine sunt similare celor din sindromul metabolic.
	Este important de menționat faptul că gestionarea reacțiilor adverse induse de glucocorticoizi rămâne o provocare în practica medicală. La acest moment, în literatura de specialitate există puține studii în care s-a încercat folosirea unor remedii cu scopul de a contracara efectele adverse induse de glucocorticoizi. Astfel, identificarea unor strategii terapeutice în vederea prevenirii sau reducerii acestor efecte negative devine imperios necesară.
	Vitamina E a fost în ultimii ani în atenția cercetătorilor, întrucât și-a dovedit beneficiul în reducerea sindromului metabolic și a obezității. În plus, aceasta a prevenit anumite efecte adverse induse de antiinflamatoarele non-steroidiene și le-a potențat eficiența terapeutică, afirmație care s-a dorit a fi probată și în cazul glucocorticoizilor.
	În acest sens, afirmațiile enunțate mai sus au stat la baza premisei studiului actual: folosirea vitaminei E drept modalitate terapeutică și de prevenție a efectelor adverse induse de glucocorticoizi.
	I. PARTEA GENERALĂ
	1. HORMONII GLUCOCORTICOIZI
	1.1. Introducere
	Glucocorticoizii naturali sunt hormoni sintetizați de glanda suprarenală pornind de la colesterol, a căror secreție este influențată de ritmul circadian și de stres (Kadmiel, 2013)⁠. Principalul rol este acela de a menține homeostazia și procesele metabolice în limite normale. Termenul de „glucocorticoizi’’ aduce în atenție importanța deosebită a acestor hormoni asupra metabolismului glucidic (Kleiman, 2007).
	Glucocorticoizii sintetici sunt înrudiți ca structură și funcție cu cei naturali. Aceștia se remarcă prin efectul antiinflamator, imunosupresor, antiproliferativ și antiangiogenic, fiind  utilizați atât în tratamentul unor boli inflamatorii, autoimune și alergice, cât și în  tratamentul neoplaziilor limfatice și post-transplant, pentru a preveni rejecția organului transplantat (Kadmiel, 2013; Oakley, 2013)⁠.
	1.2. Glucocorticoizii naturali
	Cortizolul este principalul hormon glucocorticoid uman, în timp ce corticosterona este principalul hormon la rozătoare (Macfarlane, 2008)⁠.
	Hormonii steroizi au în comun o structură chimică numită ciclo-pentano-fenantren, care este organizată în trei inele a câte șase atomi de carbon (C) (hexan) și un inel a câte cinci atomi de C (pentan) (Miller, 2011)⁠. In urma unor transformări chimice ce presupun adăugarea unor atomi de C, iau naștere trei familii steroidiene, din care vor deriva hormonii steroizi: C18, estran (estrogeni); C19, androstan (androgeni) și C21, pregnan (corticoizi și progestine) (White, 2002a; Mohora, 2019a)⁠.
	Hormonii steroizi au ca precursor colesterolul, provenit din trei surse: a) sinteza de novo din acetil-Coenzima A la nivelul glandei; b) din degradarea lipoproteinelor cu densitate scăzută (low-density lipoproteins, LDL) bogate în colesterol; c) din depozitele de colesterol esterificat din glandă (White, 2002a; Mohora, 2019a)⁠.
	1.3. Glucocorticoizii sintetici
	Structura chimică
	Glucocorticoizii cu admininistrare exogenă se diferențiază între ei prin structura chimică, prin durata de acțiune și prin potența glucocorticoidă și mineralocorticoidă (White, 2002a; Cristea et al., 2006)⁠. Toți glucocorticoizii sintetici au structură chimică asemănătoare cu cea a cortizolului, cu 21 atomi de C, cu grupare cetonică la C3, trei grupări hidroxil la C11 (β), C17 (α) și C21 și legătură dublă între C4-C5 (Cristea et al., 2006)⁠. Structurile chimice ale cortizolulul (glucocorticoid endogen) și ale hidrocortizonului (glucocorticoid sintetic) sunt identice (Kadmiel, 2013)⁠.
	Exemple de glucocorticoizi exogeni: compuși nesaturați cu legătura dublă la C1: prednison, prednisolon; compuși cu fluor: dexametazonă, betametazonă, triamcinolon; derivați cu grupare metil: metilprednisolon, dexametazonă (Cristea et al., 2006)⁠.
	Modul de administrare
	Calea de administrare a glucocorticoizilor poate fi: orală: prednison, prednisolon, metilprednisolon, dexametazonă; injectabilă intravenos/ intramuscular: dexametazonă, hemisuccinat de hidrocortizon; topică: intraocular (dexametazonă, betametazonă), cutanat (clobetazol propionat, metilprednisolon aceponat, betametazonă dipropionat, fluocinolon, triamcinolon), intranazal (mometazonă furoat), inhalator (beclometazonă dipropionat, fluticazonă propionat, budesonidă), intrarectal (budesonidă) (Cristea et al., 2006; Stewart, 2015; Adcock, 2016).
	Durata de acțiune
	In funcție de timpul în care ACTH este supresat după o doză echivalentă cu 50 mg de prednison, aceste medicamente se clasifică în: glucocorticoizi cu durata scurtă de acțiune (8-12 ore): hidrocortizon (cortizol), cortizon; glucocorticoizi cu durata intermediară de acțiune (12-36 ore): prednison, prednisolon, metilprednisolon, triamcionolon; glucocorticoizi cu durata lungă de acțiune (36-72 ore): betametazonă și dexametazonă (Liu et al., 2013; Bonaventura, 2018).
	Farmacocinetica
	Spre deosebire de GC naturali care circulă în sânge legați de proteine (CBG și albumina), cei sintetici au afinitate scăzută pentru CBG. Astfel că aceștia circulă în sânge fie în formă nelegată, liberă (30%), fie legați de albumină (70%) (Stewart, 2015; L. Nieman, 2019a)⁠ Excepția o reprezintă prednisolonul, care are jumătate din afinitatea cortizolului pentru CBG și de 10 ori mai crescută comparativ cu cea a prednisonului (Boudinot, 1984; Czock et al., 2005; Stewart, 2015). Farmacocinetica prednisonului și a prednisolonului depinde de doză, pentru că legarea de proteine este non-liniară (Czock et al., 2005)⁠.
	1.4. Receptorul glucocorticoid
	GC sunt molecule lipofile și pot difuza liber prin membrana celulară pentru a ajunge în citoplasmă (Vandewalle et al., 2018)⁠. Atât GC naturali (cortizol uman și corticosterona la rozătoare), cât și cei sintetici, își exercita efectele prin legarea de receptorul glucocorticoid (RG), o proteină cu mai multe domenii, care se găsește în stare inactivă în citoplasmă, legată de proteine chaperone (hsp 90, hsp 70 și p23) și de imunofiline din familia FK506 (Pratt, 1997; Oakley, 2013)⁠. În interiorul acestui complex proteic, RG este protejat de degradare și îi este stimulată afinitatea pentru ligand (Vandewalle et al., 2018)⁠. RG este exprimat în toate țesuturile umane (Kino, 2011)⁠.
	Activitatea antiinflamatorie a GC se desfășoară la nivel molecular prin mecanisme genomice (transactivare și transrepresiune) și prin mecanisme non-genomice (Stahn, 2008; Spies et al., 2011).
	Transactivarea înseamnă activarea transcripției genelor care codifică sinteza unor proteine antiinflamatorii și presupune interacțiunea RG sub formă de dimer cu ADN (P. J. Barnes, 2006a; Okano, 2009; Baschant, 2010; Ratman et al., 2013). Transactivarea poate influența reglarea genelor metabolice (expresia unor enzime din gluconeogeneză), astfel că influențează și apariția efectelor adverse, dintre care unele similare celor din boala Cushing (hiperglicemie, steatoză hepatică, insulino-rezistență și obezitate centrală (Ratman et al., 2013; Greulich et al., 2016)⁠.
	Transrepresiunea se referă la inhibarea transcripției genelor care codifică sinteza unor proteine inflamatorii (citokine ca interleukina (IL) IL1, IL2, IL6, factorul de necroză tumorală (tumor necrosis factor-α; TNF-α), interferon γ (IFN-γ), prostaglandine)), fără legătură directă dintre RG și ADN (P. J. Barnes, 2006a; Okano, 2009; Baschant, 2010; Ratman et al., 2013)⁠. Astfel, prin transrepresiune este inhibată activitatea factorului nuclear NF-κB și a proteinei activatoare-1 AP-1, care sunt factori de trancripție cu rol esențial în stimularea expresiei genelor inflamatorii (Ratman et al., 2013).
	1.5. Acțiunile cortizolului
	Cortizolul acționează pe hepatocit, celule inflamatorii, macrofag, la nivel muscular, respirator, nervos, cardio-vascular, pe țesutul adipos periferic și pe sistemul imun (Kadmiel, 2013; Greulich et al., 2016)⁠.
	1.6. Reacții adverse induse de administrarea glucocorticoizilor
	Apariția reacțiilor adverse depinde de modul de administrare, de durata tratamentului și de doza aleasă. In funcție de durată, o perioadă sub 3 luni corespunde unui tratament pe termen scurt, între 3-6 luni unui tratament pe termen mediu, iar peste 6 luni se consideră tratament pe termen lung (cronic) (Panoulas et al., 2008).
	Efectele adverse pot afecta aproape toate organele corpului și pot fi clasificate în: efecte metabolice și endocrine (hiperglicemia, toleranța alterată la glucoză, diabetul zaharat, creșterea în greutate, obezitatea centrală, dislipidemia), efecte digestive (risc crescut de sindrom dispeptic, gastrită, ulcer gastric cu complicații, steatoză hepatică, steatoză pancreatică), efecte cardiovasculare (risc crescut de hipertensiune arterială, ateroscleroza, tulburările de ritm cardiac, insuficiența cardiacă și boala cardiacă ischemică), efecte dermatologice (vergeturi, atrofie cutanată, erupții de tip rozacee, dermatită periorală, erupții acneiforme, pseudocicatrici, purpură, echimoze), efecte oftalmologice (cataracta subcapsulară posterioară, creșterea presiunii intraoculare ce poate determina glaucom și exoftalmia), efecte osoase și musculare (osteoporoza, osteonecroza, fracturile osoase, miopatie), efecte renale, efecte neuro-psihice (tulburările de somn, anxietatea, iritabilitatea, depresia, afectarea memoriei, psihoza), efecte pe sistemul imun (risc crescut de infecții), efecte hematologice (leucocitoză cu neutrofilie, nivel seric scăzut al eozinofilelor, nivel seric scăzut al monocitelor și al limfocitelor), supresia axului hipotalamo-hipofizo- suprarenalian.
	2. VITAMINA E
	2.1. Generalități și structură chimică
	Vitamina E este o vitamină liposolubilă, care a fost izolată pentru prima dată în 1922 de către H. Evans și K. Bishop. Aceasta este considerată un factor important pentru reproducere și fertilitate (Evans and Bishop, 1922; S. K. Wong, et al., 2017)⁠.
	Sinteza acestei vitamine este realizată de către plante, pornind de la acidul homogentisic (Cahoon et al., 2003)⁠. Se cunosc opt analogici chimici ai vitaminei E: patru tocoferoli (α, β, γ și δ- tocoferol) și patru tocotrienoli (α, β, γ și δ- tocotrienol). Structura tuturor formelor de vitamina E are la baza un inel cromanol și o catenă laterală cu 16 atomi de C, de tip fitil. Tocoferolii sunt compuși saturați, în timp ce tocotrienolii sunt nesaturați, având în structură trei legături duble. Analogii α, β, γ și δ se diferențiază prin poziția și numărul de grupări metil (CH3) atașate inelului cromanol, astfel: α: 5,7,8 trimetil; β: 5, 8 dimetil; γ: 7, 8 dimetil; δ: 8 metil (Aggarwal et al., 2010; Jiang, 2014)⁠.
	In țesuturi, predomină α-tocoferolul și apoi γ-tocoferolul (Jiang, 2014)⁠. Se consideră că α-tocoferolul are cea mai mare activitate biologică și că este forma care predomină în corp (Suskind, 2009; Jiang, 2014)⁠. Aportul optim de α-tocoferol din dietă este de 15 mg/zi (echivalentul a 35 μmol/zi (National Institutes of Health, 2019)⁠.
	2.2. Metabolismul vitaminei E
	2.3. Rolurile vitaminei E
	Vitamina E are rol antioxidant si reprezintă prima linie de apărare împotriva peroxidării acizilor grași. Aceasta împiedică formarea de radicali liberi în membranele celulare ale unor țesuturi (eritrocite și aparat respirator). Aceste țesuturi sunt expune la presiuni ridicate ale O2 (Mohora, 2019b)⁠. In ceea ce privește rolul rolul antiinflamator, diferitele forme de vitamină E inhibă căi de semnalizare proinflamatorii de tipul NF-κ B and STAT3/6 (Jiang, 2014).
	2.4. Vitamina E și sindromul metabolic
	2.5. Vitamina E și administarea de glucocorticoizi
	3. NOȚIUNI RELEVANTE DE NANOMEDICINĂ
	3.1. Introducere
	3.2. Nanoparticulele PLGA
	II. CONTRIBUȚII ORIGINALE
	4. IPOTEZA DE LUCRU ȘI OBIECTIVELE STUDIULUI
	Prezentul studiu își propune să evalueze efectele adverse metabolice și endocrine induse de folosirea glucocorticoizilor sistemici, folosind ca model experimental animalele de laborator (șobolanii Wistar), cât și beneficiile administării vitaminei E la acestea, cu scopul de a preveni efectele adverse.
	Glucocorticoizii sunt medicamente cu rol antiinflamator, antiangiogenic și antiproliferativ, folosite cu succes de peste 50 ani în tratamentul unor afecțiuni. Cu toate acestea, utilizarea prelungită a acestora și într-o doză ridicată se asociază cu nenumărate efecte adverse. Dintre acestea, modificările metabolice și endocrine sunt similare celor descrise la indivizii cu sindrom metabolic, care pot fi cauzate de o alimentație hipercalorică, hiperlipidică și hiperglucidică.
	În alegerea remediului care s-ar putea opune efectelor adverse induse de glucocorticoizi, s-a pornit de la premisa că vitamina E și-a dovedit utilitatea în tratamentul obezității și al sindromului metabolic. În plus, aceasta a prevenit anumite efecte adverse induse de antiinflamatoarele non-steroidiene și le-a potențat eficiența terapeutică (Steiner, 1995; Sugimoto et al., 2000; Jiang et al., 2009)⁠, afirmație care s-a dorit a fi probată și în cazul glucocorticoizilor.
	In acest scop, s-a urmărit îndeplinirea următoarelor obiective:
	Administrarea unui glucocorticoid (prednison), pentru a induce efecte adverse metabolice și endocrine.
	Inducerea experimentală a obezității cu ajutorul unei diete hipercalorice, hiperlipidice și hiperglucidice, care că agraveze efectele adverse metabolice și endocrine induse de prednison.
	Administrarea vitaminei E ca remediu, cu scopul de a preveni efectele adverse induse de glucocorticoizi menționate anterior, atât la animale hrănite cu dietă standard, cât și la cele pe dietă hipercalorică, hiperlipidică și hiperglucidică.
	Comparație între două forme de administrare a vitaminei E (PLGA nanoparticule încărcate cu vitamina E și vitamina E din capsule gelatinoase), cu scopul de a stabili dacă eficiența acestora este similară.
	Evaluarea efectelor prin măsurarea greutății totale și a unor organe, prin evaluarea unor parametri biochimici în ser și prin evaluarea histopatologică a unor țesuturi.
	Realizarea unor corelații semnificative statistic între diverși parametri analizați în studiu, cu scopul de a stabili dacă există factori cu valoare prognostică.
	5. MATERIAL ȘI METODĂ
	5.1. Experiment
	-lotul M (martor standard): nu a primit niciun remediu.
	-lotul SP (standard cu prednison): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi).
	-lotul SN (standard cu vitamina E din nanoparticule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi) + nanoparticule PLGA încărcate cu vitamina E (1 mg/kgc/zi).
	-lotul SE (standard cu vitamina E din capsule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi) + vitamina E din capsule gelatinoase (1 mg/kgc/zi).
	Lotul „obez’’ a fost alcătuit din 25 de șobolani Wistar, care au primit dietă hipercalorică (5.15 kcal/zi) care și au fost împărțiți în subloturi a câte cinci șobolani:
	-lotul OM (martor obez): nu a primit niciun remediu.
	-lotul OP (obez cu prednison): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi).
	-lotul ON (obez cu vitamina E din nanoparticule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi)+ nanoparticule PLGA încărcate cu vitamina E (1 mg/kgc/zi).
	-lotul OE (obez cu vitamina E din capsule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi) + vitamina E din capsule gelatinoase (1 mg/kgc/zi)
	-lotul OD (obez cu doză dublă de vitamina E din nanoparticule): a primit prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi) + doză dublă de nanoparticule PLGA încărcate cu vitamina E (2 mg/kc/zi).
	Prednisonul folosit în studiu a fost produs de Gedeon Richter Romania S.A (Prednisone-Richter, 5 mg/tabletă). Vitamina E sintetică a provenit din capsule moi, produsă de SC BIOFARM SA, România. Nanoparticulele polimerice de tip PLGA încărcate cu vitamina E au fost obținute de la Departamentul Ingineriei Biologice și Agricole, Louisiana State University, 70803, Louisiana, Statele Unite ale Americii. Acestea au avut următoarele caracteristici: PLGA nanoparticule polimerice, 95±2 nm, formă sferică, potențial zeta negativ (-38 mV).
	După șase săptămâni de tratament, rozătoarele au fost sacrificate prin decapitare (dislocare cervicală) sub anestezie. Cu 30 minute înainte de sacrificare, șobolanii au fost analgosedați, au fost examinați clinic și cântăriți. După sacrificare, au fost prelevate probe sangvine. Organele interne au fost recoltate și depozitate în soluție de formol 10% în vederea examinării histopatologice.
	5.2. Determinări biochimice
	5.3. Examinarea histopatologică a țesuturilor
	Principiul tehnicii histopatologice presupune transformarea unui prelevat dintr-un organ sau țesut dintr-o masă tisulară opacă, într-un preparat fin, translucid, ce permite vizualizarea microscopică a detaliilor structurale tisulare și celulare.
	5.5. Analiza statistică
	Analiza statistică a fost efectuată cu SPSS versiunea 26.00 (IBM SPP, USA).
	Valorile au fost exprimate ca mediană și quartile. Pentru a evalua eventuale diferențe statistice între variabilele numerice ale unor grupuri, s-au folosit testele non-parametrice Kruskal-Wallis (urmat de teste de comparație pe perechi) și Mann-Whitney. Rezultatele au fost reprezentate grafic sub formă de box-plot. O valoare a lui p <0.05 a fost considerată semnificativă statistic. Valoarea pragului de semnificație statistică a fost ajustată prin corecția Bonferroni pentru teste multiple. Pentru a evalua eventuale corelații între parametri, s-a folosit corelația Pearson. Rezultatele au fost reprezentate grafic sub formă de scatter-plot. O valoare a lui p <0.05 a fost considerată semnificativă statistic.
	Reacțiile chimice au fost scrise cu ajutorul: https://www.chemdoodle.com.
	7. DISCUȚII
	Eficiența vitaminei E în reducerea efectelor adverse induse de administrarea prednisonului
	Numeroase studii au arătat că administrarea pe termen lung și în doză crescută a glucocorticoizilor sistemici se asociază cu insulinorezistență, modificări ale insulinemiei (hiperinsulinemie/ hipoinsulinemie), hiperglicemie, diabet zaharat de tip doi, modificări ale profilului lipidic, acumulare lipidică în organele interne (dintre care steatoză hepatică și pancreatică) și afecțiuni cardiovasculare. Insulinorezistența poate fi centrală (ex: în țesutul hepatic) sau periferică (ex: în țesutul adipos sau mușchi scheletic) (Brown, 2008)⁠.
	Modificări metabolice și endocrine similare pot fi întâlnite și la indivizii cu sindrom metabolic, în contextul unei diete hipercalorice, hiperlipidice și hiperglucidice.
	În plus, studiile pe animale de laborator au arătat că atât dietele hipercalorice, cu conținut crescut de grăsimi, cât și cele bogate în carbohidrați, alterează sensibilitatea la insulină, promovează creșterea în greutate, steatoza hepatică si alterarea profilului glucidic și lipidic (Funkat et al., 2004; Tortoriello, 2004; Alcalá et al., 2015)
	Beneficiile administării vitaminei E asupra sindromului metabolic au fost puse în evidență prin numeroase studii atât pe subiecți umani, cât și pe animale de laborator (Devaraj et al., 2008; Wang et al., 2010; Hoofnagle et al., 2013; Kim et al., 2013; Alcalá et al., 2015; Zhao et al., 2015)
	De altfel, administrarea prednisonului influențează valoarea greutății totale și a unor organe interne. Pe de alta parte, atât obezitatea cât și sindromul metabolic pot modifica acești parametri, iar vitamina E s-a dovedit benefică în corectarea acestora din urmă. Această constatare a creat premisa studiului de față.
	Influența asupra greutății totale și a unor organe interne
	Martinez et al au arătat că administrarea de dexametazonă injectabil intraperitoneal timp de 10 zile la șobolani Wistar masculi în vârstă de 3 luni a determinat o scădere a greutății totale, comparativ cu grupul placebo (Martínez et al., 2016)⁠.
	Experimentul lui Nkono ya Nkono și a colaboratorilor săi pe șobolani Wistar masculi care au primit dexametazonă injectabil intraperitoneal timp de 4 saptămâni a dus la concluzia că aceștia au avut o greutate totală mai scăzută față de grupul control (Nkono Ya Nkono et al., 2014)⁠. O scădere a greutății totale a fost obținută în urma administrării de dexametazonă injectabil intraperitoneal timp de 6 zile (Nagendra Nayak et al., 2017).
	Experimentul desfășurat în cadrul acestei lucrări a arătat că șobolanii din lotul standard martor au avut cea mai mare greutate totală dintre cele patru loturi, în timp ce rozătoarele tratate cu prednison și vitamina E din capsule au avut cea mai scăzută valoare a greutății totale.
	Greutatea hepatică este influențată de perioada de administrare. Astfel, un experiment cu o durată de câteva zile ar determina o greutate hepatică mai crescută în loturile tratate cu glucocorticoid sistemic (prin inducția enzimelor hepatice și acumulare de glicogen), în timp ce administrarea cronică se asociază cu scăderea greutății hepatice  (Man et al., 2002; Jackson et al., 2008)⁠.
	Experimentul desfășurat în cadrul acestei lucrări arată că șobolanii din lotul standard martor au avut cea mai mare greutate hepatică dintre cele patru loturi, în timp ce la rozătoarele tratate cu prednison și vitamina E din capsule s-a înregistrat cea mai scăzută valoare. Astfel, în mod similar modificărilor greutăților totale în lotul standard, administrarea de vitamină E a accentuat reducerea greutății hepatice.
	În grupul hrănit cu dietă hiperlipidică/hipercalorică se observă că administrarea prednisonului a dus la scăderea greutății hepatice, în timp ce vitamina E a prevenit acest efect (efect mai puternic la PLGA-nanoparticule față de capsule).
	Experimentul actual arată că administrarea prednisonului a dus la scăderea greutații splinei în loturile pe dietă hipercalorică.
	De asemenea, studiul actual dovedește că prednisonul poate agrava depozitul de grăsime viscerală la animalele pe dietă standard, efect care poate fi contracarat de administrarea de vitamină E (efect superior din capsule față de PLGA nanoparticule).
	Influența asupra parametrilor biochimici
	Vitamina E serică
	Experimentul actual arată că suplimentarea cu vitamina E duce la creșterea nivelului seric al acesteia.
	Cortizolul seric
	Studiul actual demostrează că, în grupul standard, șobolanii tratați doar cu prednison au avut cel mai ridicat nivel al cortizolului seric, iar administrarea vitaminei E a avut efect benefic de limitare a creșterii cortizolului seric, fără a se putea dovedi o diferență între cele două forme de administrare (PLGA nanoparticule și capsule).
	În grupul obezilor, administrarea prednisonului a dus la valori mai crescute ale cortizolului seric comparativ cu martorii. Surprinzător în schimb, șobolanii obezi tratați cu doză dublă de vitamina E sub formă de PLGA nanoparticule au avut cel mai ridicat nivel al cortizolului seric, care poate fi interpretat ca un efect negativ și atribuit toxicității vitaminei E în doză crescută.
	Influența asupra altor parametri serici
	Un experiment a pus în evidență faptul că rozătoarele Wistar tratate cu glucocorticozi vs. grupul control au avut valori mai crescute ale următorilor parametri biochimici: glicemie, trigliceride, colesterol total, ALT, AST, bilirubina, creatinină, uree (Nkono Ya Nkono et al., 2014). Modificări ale profilului lipidic au fost observate într-un alt experiment (Nagendra Nayak et al., 2017)⁠.
	Experimentul desfășurat în cadrul acestei lucrări arată efectul benefic, protector al vitaminei E sub formă de PLGA nanoparticule în limitarea creșterii ALT și a colesterolului seric total induse de prednison la animalele standard.
	In conformitate cu rezultatele studilor anterioare, în grupul standard pe prednison s-a înregistrat o creștere importantă a ALT, a TGR și a colesterolului seric total comparativ cu martorii. In mod neașteptat, șobolanii care au primit remediu din capsule au avut trigliceride serice ridicate.
	Se remarcă rolul benefic, hipouricemiant al PLGA nanoparticulelor încărcate cu vitamina E. De asemenea, în grupul tratat doar cu prednison, capacitatea antioxidantă totală a fost scăzută, iar vitamina E, prin efectul antioxidant, a crescut nivelul capacității antioxidante totale în cele două grupuri sub tratament (eficiență similară între cele două forme de administrare).
	La șobolanii Wistar pe dietă hiperlipidică/hipercalorică/hiperglucidică se remarcă hipertrigliceridemie, cu niveluri crescute la cei tratați doar cu prednison. Vitamina E sub formă de PLGA nanoparticule a avut efect de prevenire a creșterii TGR serice (valori aproape ca la martorii obezi), dar dublarea dozei nu a avut același efect pozitiv. Capsulele, în schimb, au agravat hipertrigliceridemia.
	Nivelul colesterolului seric total a fost mai ridicat în grupurile care au primit și prednison. Vitamina E sub formă de PLGA nanoparticule în doză dublă a accentuat creșterea colesterolui seric.
	In ceea ce privește influența dietei hipercalorice/ hiperlipidice/ hiperglucidice, rezultatele acestui studiu sunt în conformitate cu cele din literatura de specialitate. Astfel, șobolanii obezi au avut un depozit de grăsime viscerală mai important decât grupul pe dietă standard. In plus, dieta obezogenă a dus la niveluri mai ridicate ale glicemiei, hemoglobinei glicozilate, fosfatazei alcaline, trigliceridelor serice, acidului uric. Nivelul seric al vitaminei E a fost mai redus la obezi comparativ cu grupul standard. Contrar așteptărilor, colesterolul seric total și ureea au fost mai crescute la grupurile standard comparativ cu loturile obeze.
	In studiul prezentat, referitor la grupul pe dietă standard, se evidențiază o asociere negativă între nivelul cortizolului seric și valoarea greutății ficatului și a pancreasului. Cu alte cuvinte, cu cât crește nivelul cortizolului, cu atât se observă o reducere a greutății hepatice și pancreatice, rezultate care sunt în concordanță cu publicațiile anterioare. In plus, se evidențiază o corelație pozitivă între nivelul cortizolului seric și cel al trigliceridelor serice, al colesterolului seric total și al hemoglobinei glicozilate. Efectul protector al vitaminei E reiese din corelația negativă dintre nivelul său seric și greutatea grăsimii viscerale. De asemenea, nivelul ALT se corelează pozitiv cu greutatea totală. Cu cât sunt mai mari TGR serice și hemoglobina glicozilată, cu atât se observă o reducere a dimensiunii hepatice. Nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei glicozilate.
	Și la șobolanii pe dietă grasă se remarcă atât o asociere negativă între nivelul cortizolului seric și greutatea hepatică, cât și o asociere pozitivă între cortizolul seric și trigliceridele serice și între cortizolul seric și colesterolul seric total. In plus, o greutate hepatică scăzută se asociază cu ALT, TGR și colesterol seric total crescute. Există o corelație negativă între greutatea pancreatică și glicemie, și respectiv între greutatea pancreatică și hemoglobină glicozilată.
	Foarte important, indiferent de dietă, nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei glicozilate.
	Influența asupra aspectului histopatologic
	NAFLD (nonalcoholic fatty liver disease/ boala ficatului gras non-alcoolic) este în strânsă legătură cu insulino-rezistența, cu obezitatea, toleranța alterată la glucoză, cu sindromul metabolic. Afectarea hepatică poate să varieze de la simple depozite adipoase în ficat (ficatul gras), la steatohepatită non-alcoolică, la fibroză și se poate ajunge în cazuri extreme la ciroză hepatică (Asai et al., 2014)⁠.
	În mod similar, NAFPD (nonalcoholic fatty pancreas disease/ boala pancreasului gras non-alcoolic) reprezintă acumulare adipoasă în pancreas, în asociere cu sindromul metabolic și cu obezitatea, care poate să determine modificări inflamatorii pancreatice, fibroză și în cazuri exterme neoplasm pancreatic (Tariq et al., 2016). Studiul prezentei lucrări a arătat că, în grupul pe dietă standard, administrarea prednisonului nu a influențat aspectul histopatologic al ficatului.
	In schimb, în grupul pe dietă hiperlipidică/hipercalorică, prednisonul a agravat afectarea hepatică indusă de dietă (a crescut gradul hepatopatiei și al steatozei și a determinat necroză tisulară).
	In același timp, administrarea de PLGA-nanoparticule încărcate cu vitamina E a avut rol benefic pe țesutul hepatic, prevenind efectele negative induse de dieta hipercalorică și de prednison (a prevenit inflamația, necroza și steatoza). Cu alte cuvinte, aspectul histopatologic al ficatului în grupul cu PLGA-nanoparticule a fost mai normal decât la martorul obez.
	Deși vitamina E sub formă de capsule a prevenit modificările hepatice induse de glucocorticoidul sistemic, modificările țesutului hepatic au fost similare cu cele descrise în grupul martor obez, astfel că efectul benefic a fost inferior celui determinat de PLGA-nanoparticule încărcate cu vitamina E. In plus, vitamina E sub formă de capsule nu a limitat steatoza hepatică.
	Cu toate că doza dublă de PLGA-nanoparticule încărcate cu vitamina E a prevenit modificările hepatice induse de prednison, a agravat steatoza hepatică.
	In ceea ce privește efectul asupra țesutului pancreatic în grupul standard, administrarea de prednison a determinat o lipidoză ușoară, care cel mai probabil reprezintă substratul modificărilor inflamatorii moderate observate în acest grup. Se pare că ambele forme de vitamină E administrate au prevenit efectele negative ale glucocorticoidului.
	In grupul martor hrănit cu dietă hipercalorică/hiperlipidică/hiperglucidică s-au obținut cele mai severe modificări histopatologice ale țesutului pancreatic, caracterizate prin arhitectura generală parțial conservată, modificări inflamatorii moderate și o lipidoză moderat-severă.
	Deși pe ficat s-a dovedit că prednisonul a avut efect negativ, agravând hepatopatia indusă de dietă, pe pancreasul obezilor a avut efect favorabil, de scădere a inflamației pancreatice induse de dietă. Toate grupurile obeze care au primit prednison au prezentat modificări inflamatorii pancreatice de intensitate cel puțin minimă.
	In plus, prednisonul nu a agravat depunerea lipidică tisulară pancreatică așa cum s-a întâmplat la nivel hepatic, astfel că lipidoza pancreatică în grupul martor obez și în lotul obez sub tratament cu prednison a fost similară. Și la nivelul țesutului pancreatic vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule și-a dovedit eficiența, scăzând gradul lipidozei pancreatice indusă experimental.
	In schimb, vitamina E din capsule nu a avut efect de prevenire a acumulării lipidice induse de dietă, observându-se o lipidoză similară în grupul care a primit doar prednison și în grupul tratat cu vitamina E din capsule.
	Surprinzător, cel mai bun efect terapeutic pe țesutul pancreatic s-a obținut prin dublarea dozei de PLGA-nanoparticule încărcate cu vitamina E, care a scăzut semnificativ lipidoza.
	8. CONCLUZII
	ÎN GRUPUL „STANDARD”
	Administrarea de prednison a agravat depozitul de grăsime viscerală, efect care a fost contracarat de vitamina E din capsule.
	Cel mai ridicat nivel al cortizolului seric a fost obținut în grupul tratat cu prednison fără remedii, iar vitamina E a limitat această creșetere, fără a se putea dovedi o diferență între cele două forme de administrare.
	Suplimentarea cu vitamină E a determinat niveluri crescute ale acesteia în ser.
	Administrarea de prednison a alterat profilul lipidic (colesterol seric total și TGR serice mai crescute) și a indus citoliza hepatică (ALT crescut), iar vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule a limitat creșterea ALT și a colesterolului seric total.
	Vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule a avut efect hipouricemiant.
	Ambele forme de administare ale vitaminei E au avut efect antioxidant, dovedit prin creșterea nivelului capacității antioxidante totale.
	Se evidențiază o asociere negativă între nivelul cortizolului seric și valoarea greutății ficatului și a pancreasului.
	Există o corelație pozitivă între nivelul cortizolului seric și cel al trigliceridelor serice, al colesterolului seric total și al hemoglobinei glicozilate.
	Există o corelație negativă dintre nivelul vitaminei E serice și greutatea grăsimii viscerale.
	Există o asociere negativă între greutatea totală și glicemie.
	Există o asociere negativă între valoarea greutății hepatice și nivelul trigliceridelor serice și între valoarea greutății hepatice și hemoglobina glicozilată.
	Nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei glicozilate.
	Prednisonul nu a modificat structura normală a ficatului.
	Prednisonul a determinat la nivel pancreatic lipidoză ușoară și afectare pancreatică moderată, care au fost prevenite cu succes de ambele forme de vitamină E.
	Efecte controversate
	Vitamina E din capsule gelatinoase a accentuat scăderea în greutate indusă de prednison.
	Vitamina E din capsule, mai mult decât vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule a accentuat reducerea greutății hepatice indusă de prednison.
	Vitamina E din capsule a determinat niveluri mai crescute ale trigliceridelor serice.
	Asocierea negativă dintre greutatea totală și glicemie, cât și cea dintre cortizol și AST.
	ÎN GRUPUL „OBEZ”
	Administarea de prednison a cauzat reducerea în dimensiune a ficatului, iar vitamina E a prevenit acest efect negativ (PLGA nanoparticule efect superior capsulelor).
	Prednisonul a determinat reducerea în greutate a splinei.
	Grupurile tratate cu prednison au avut valori mai crescute ale cortizolului seric și ale colesterolului seric total.
	Administrarea de glucocorticoid a agravat trigliceridemia indusă experimental, iar vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule a avut efect hipolipemiant.
	Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule nu a avut efect hipolipemiant.
	Există o asociere negativă între nivelul cortizolului seric și greutatea hepatică.
	Există o asociere pozitivă între nivelul cortizolului seric și cel al trigliceridelor serice, al colesterolului seric total și al hemoglobinei glicozilate.
	O greutate hepatică scăzută se asociază cu ALT, TGR și colesterol seric total crescute.
	Există o corelație negativă între greutatea pancreatică și glicemie, și respectiv între greutatea pancreatică și hemoglobină glicozilată.
	Nivelul glicemiei s-a corelat pozitiv cu nivelul hemoglobinei glicozilate.
	Influența asupra aspectului histopatologic hepatic
	Prednisonul a agravat afectarea hepatică indusă experimental prin dietă (a crescut gradul hepatopatiei și al steatozei și a determinat necroză tisulară).
	Vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule s-a dovedit efecientă în a preveni alterările produse de glucocorticoid și dietă hipercalorică (a scăzut gradul hepatopatiei și a prevenit steatoza și necroza).
	Vitamina E sub formă de capsule a scăzut hepatopatia indusă de prednison, dar efectul a fost inferior celui obținut în urma suplimentării cu PLGA-nanoparticule.
	Vitamina E sub formă de capsule nu a limitat steatoza hepatică.
	Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule a avut efect pozitiv, de reducere a gradului de hepatopatie, dar efectul a fost inferior celui obținut în urma suplimentării cu cele două forme de vitamină E.
	Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule a avut efect negativ, de agravare a steatozei hepatice.
	Influența asupra aspectului histopatologic pancreatic
	In lotul martor hrănit dietă hipercalorică/hiperlipidică/hiperglucidică s-au observat cele mai severe modificări ale țesutului pancreatic, caracterizate prin arhitectura generală parțial conservată, modificări inflamatorii moderate și o lipidoză moderat-severă.
	Prednisonul a avut efect pozitiv, de scădere a inflamației pancreatice induse de dietă.
	Toate grupurile obeze care au primit prednison au prezentat modificări inflamatorii pancreatice de intensitate cel puțin minimă.
	Prednisonul nu a agravat depunerea lipidică tisulară cum s-a întâmplat la nivel hepatic, astfel că lipidoza pancreatică în grupul martor obez și în lotul obez sub tratament cu prednison a fost similară.
	Vitamina E sub formă de PLGA-nanoparticule și-a dovedit eficiența, scăzând gradul lipidozei pancreatice indusă experimental.
	Vitamina E din capsule nu a avut efect de prevenire a acumulării lipidice induse de dietă, observându-se o lipidoză similară în grupul care a primit doar prednison și în grupul tratat cu vitamina E din capsule.
	Cel mai bun efect terapeutic pe țesutul pancreatic s-a obținut prin dublarea dozei de PLGA-nanoparticule încărcate cu vitamina E, care a scăzut semnificativ lipidoza.
	Efecte controversate
	Dublarea dozei de PLGA-nanoparticule a avut efect negativ, de creștere a nivelului cortizolului și a colesterolului seric total.
	Capsulele cu vitamină E au agravat hipertrigliceridemia.
	Influența dietei hiperlipidice/hipercalorice
	Șobolanii obezi au avut un depozit de grăsime viscerală mai important decât grupul pe dietă standard.
	Dieta obezogenă a dus la niveluri mai ridicate ale glicemiei, hemoglobinei glicozilate, fosfatazei alcaline, trigliceridelor serice, acidului uric.
	Contrar așteptărilor, colesterolul seric total și ureea au fost mai crescute la grupurile standard comparativ cu loturile obeze.
	CONTRIBUȚII PERSONALE
	În urma studierii literaturii naționale și internaționale de specialitate, acesta reprezintă primul studiu în care s-au utilizat două forme de administrare a vitaminei E, cu scopul de a reduce unele efectele adverse induse de folosirea glucocorticoizilor.
	De asemenea, un alt element de noutate îl reprezintă folosirea nanotehnologiei, și anume a nanoparticulelor de tip PLGA, care la momentul actual fac studiul cercetărilor internaționale și care oferă rezultate promițătoare în multiple domenii, inclusiv în cel al medicinei.
	În plus, s-a încercat folosirea a două tipuri de hrană, pentru a vedea dacă alimentația influențează efectele adverse induse de administrarea glucocorticoizilor.
	Limitările studiului constau în numărul scăzut de animale în lotul experimental, care a făcut ca puterea statistică să fie scăzută în ceea ce privește diferențele observate între grupuri.
	In acest studiu au fost obținute rezultate care susțin folosirea vitaminei E în reducerea efectelor adverse induse de glucocorticoizii sistemici. Sunt necesare studii suplimentare atât pe model animal, cât și pe model uman, care să se focuseze pe ambele forme de administrare folosite în acest studiu.
	Astfel că, pentru orice substanță medicamentoasă sunt descrise efecte favorabile sau mai puțin favorabile, care țin de substanța în sine sau de vehicul, iar apelarea la o astfel de metodă terapeutică trebuie să aibă în vedere toate aceste aspecte referitoare la tratament și să pună în balanță beneficiile și riscurile obținute de fiecare pacient în parte.
	Astfel, această lucrare aduce o contribuție importantă și deschide noi perspective de cercetare.
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